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論 文 内 容 要 旨
プロスタグラ ンジン類(PGs)は,生体 内に微 量に しか存在 しないが,そ の生理作用 はきわめて強
力 であ る。また,化 学構造のわずか に異 な.る同族体,異 性体 が相反す る生理作 用を示 す場合 のある
ことも知 られてい る。 さらに,こ れ らPGsは すみ やか に代 謝 され,1生理 作 用 を示 さな い代 謝 物 に
変 化す る。 それゆ え,PGsの 生理作用の解明 には,こ.れらの体 内動態 をいわ ゆるアラキ ドン酸の代
謝 プ ロフィル として把握す ることが必要であ り,PGsを特異性高 く,し か も高感 度で分離定 量 し得
る方 法 の開発が強 く望 まれてい る。
卓越 した分離能を示すガス クロマ トグラフィー(GC)と 高感度で,し かも特異性の高 いマススペ
ク トロメ トリー(MS)を 直結 したGC-MS,と りわけ化合 物 固有の イオ ンをモニ タ リ ングす る
GC-selectedionmonitoring(SIM)は,優れた分析 法 と して,生 体 微量成分の測定 に広 く用
い られてい る。
PGsの代謝プ ロフィルをGC-MSで 検討す るにあたっては,GC-SIMに 適 した誘導体 の選択 が
重要 な鍵 とな る。
PGsは分子 内 に水酸基 とカル ボキ シル基を有 し,熱 安定性 に乏 しいため,誘 導体 化が 緩和 な条 件
下・円濃嘩 行することがもとめられる・また翻 体化は・Gα こおける分離 を弊善 し・躰 試
料 中に共存 する 内因性物質 の妨害 を可及的避 けるとともに,各PGs固 有の イオ ンを高い相対 強度で
与え ることが要求され る。、
従来,GC-SIMの 誘導体 調製法と しては,カ ルボキシル基の ジアゾメ タ ンによ る メチル エステ
ル(ME)化 と水酸基の各種 トリメチル シ リル(TMS)化 剤 によるシ リル エーテル 化がもっぱ ら用
い られて きた。 しか し,TMSエ ーテル誘 導 体は,反 応 が緩和 な条件下 円滑 に進行す る利点 はある
ものの,欠 点も少なか らずみ られ る。す なわち,GCに おけ る分離度が 低 く,し たがってPGsの一
斉分析 が困難 で あること,ま た電子衝 撃(EI)イ オ ン化では トリメチル シラノール(TMSOH)基
の段階的脱離が優先 し,分 子 イオ ンのみ ならず,近 傍の高質量域 に相対強度の高い イオ ンを生 成せ
ず,し かも加水分解 され易 いなどであ る。
そこで著者は,TMSエ ーテル誘 導体 の欠点 を改良す るため,各 種 シ リルエ ーテル誘導体を調製
し,分 析 化学的観 点か らそれ らのGC-MSお よび安定性 を検討す るとともにGC-SIMによるPGs
の一斉 分析法 を確立 した 。さらに,こ れ ら新規 シ リルエーテル誘導体 の特徴を考え合せ,高 感度分
析法 として普及 してい る電子捕 獲i型検 出器(ECI))乙GCに適する誘導体 を見い 出 し,ECD-GC
によ るPGsの 一斉分析 法を確立 する ことに成功 した。
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水酸化 ステロイ ド類 のDimethylisopropylsilyl(DMiPS)・エーテル誘導体のGC-MSに おける
挙動
TMS化 剤にかわる新規 シ リル 化剤 と して,新 た にN,O-bis(dirnethylisopropylsilyl)一
trifluoroacetamide(iP-BSTFA)およびDMiPSイ ミダ ゾール(DMiPSI)を 合成 した。.っ
いで,水 酸化 ステ ロイ ドをモデル化合物 に とりあげ,そ の反応 性および生成 す るDMiPS手 一テル
誘導体のGC-MSに おける挙動について基礎的検討 を行 った。
その結果 ジ立体障害の ない水酸基 に対 して,こ れ らシ リル化剤 は室温で容易 に坪応 し,琿 反応を
伴 うことな く目的 とす るシ リルエ ーテル誘導体 を生成す る ことが判 明 した。 これ らの成 績は,本 シ
リル化剤がtert-butyldimethylsilyl(t-BDMS)化剤 に比 して',はる か.に反 応 性に富む こと
を示 してい る。因みに立体 障害のあ る水酸基 では100～150℃,2～3hrの 反応条件 で円滑に本 シ
リル化が進行 した 。
ここに生成 したDMiPS、エーテル誘導体 は,マ ススペ ク トル において,.試料 に用いた水酸化 ステ
ロイ ドの約60%が 〔M-43〕+を基準 ピークとして与えた。DimethylethyLsilyl(DMES),Dimethyl-
n-propylsilyl(DMnPS>エーテル誘導体では側鎖の切断や シラノール 基の脱離 が優先 し,,分子量
に関す る情報 の得難 か ったhydroxypregnaneにおい ても,本DMiPSエ ーテ ル誘導体 は 〔M-43〕+
を基準 ピークとして与え るなど,在 来の シ リル エーテルが もつ欠点 を克服 する ことがで きた。
PGsのDMES,DMnPSな らび にPMiPSエ ーテル誘導体 のGCに お け る挙動
6種のPGsな らびにthromboxaneB2(TXB2)のMEあるいはメ トキシム(MO)一MEをDMES,
DMnPSお よびDMiPsエ ーテル誘導体に導 き,1.5%Ov-101充填 カラムを用いて分析 した 。そ
の結果,DMES,・DMnPsお よびDMiPsエ ーテル誘導体 は,TMSエ ーテル誘導体 に比べ,い ず
れ もGCに おいて優 れた分離 を示 し,分 離 能の 向上 に役 立つ こと が判 明 した6ま た,こ れ らシ リル
エーテル誘導体のメ チレンユニ ッ ト(MU)値 を比較す ると,シ リル基 中のアル キル基炭 素数に比
例 して値 の増大が観 測 され た。MU値 の増大は,PGs骨 格に置換 する水 酸基の数 に比 例 してみ られ
た 。その ため,炭 素数の増加に伴い水酸基数の異 なるPG群,す なわ ちPGE群 ～;PGF群の相互 分
離 は,TMSエ ーテル誘導体 に比べ て著 し'く改善 され.た。つぎに,DMES,DMnPSな ら・びにDMiPS
エーテ、ル誘導体のTMSエ ーテル誘導体に対す るMU値 の差で定義 され る△ 〔Um〕を同一PGに つ ・
い てもとめてみた 。水酸化 ステ ロイ ドの場合 と同様,.△〔Um〕値 は・PGs骨格 に置 換 する水 酸基数
とよ く対応 してお り,△ 〔Um〕値を もとめ ることによ り未知PGsの 水 酸基数 を容易 に推定できるこ
とが明 らか となった。さ らに,こ れ らシ リル エーテル誘導体の 相互分離 の向上 を目標 として ソルベ
ン トレス導入装置付 きwallrcoatedopehtublarガラスキ ャピラリーカ ラム(SE-30)を 用い
て検討 した。その結果,従 来 の充填 カラムを用い た場合 に比較 して相互分離 が飛躍的に改善 され,
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完全分離が可能となったばかりか分析時間をも短縮することができた。
PGsのDMES,DMnPSな らびにDMiPSエ ーテル誘 導体 のマススペク トロメ トリーにおけ る
挙動
水酸化 ステ ロ イ ドのDMESあ るいはDMhPSエ ーテル 誘導体 は,』EIマス スペ ク トルに おいて分
子 イオ ン(〔M〕+),〔M一ヱ5〕+および 〔M-29〕+(あるいは 〔M-43〕+)から形成 され るイオ ンの 出
現に特 徴 があり,こ れ らの うち 〔M-29〕+あるいは 〔M-43〕+は高 い相対 強度でみ られた。しか し,
PGsの場合,DMESお よ びDMnPSエ ーテル誘導体 は対応 するTMSエ ーテル誘 導体 に比 較す る
と,シ リル基中の アルキル基炭素数 が増加す るに伴 って 〔M-29〕+あるいは 〔M-43〕+の相対 強度
は,わ ずかに増 大す る傾 向がみ られ るもの の,フ ラグメ ンテーシ ョンパ ター ンはTMSエ ーテル誘
導体 と類似 し,水 酸化 ステ ロ イ ドにお けるよ うな特徴 はみ られ なかった。
一方,DMiPSエ ーテル誘導体の マススペク トル で は,,TxB2を除きいずれのPGsも分 子イオンか
らイソプ ロピル基の脱離 した 〔M-43〕+がそれ ぞれprominentionとして観 測 され,t-BDMS
エーテル誘導体に近似 した挙動 を示 すことが判明 した。さ らに,DMiPSエ ーテル 誘導体 は ,GC
におけ る保持時間がDMnPSエ ーテル誘導体に比 べてわずかに増大するにとどまり,PGsのGC-SIM
に最 も適 した性質 を具備 して いることが立証 され た。
PGsのDMES,DMnPSな らび にDMiPSエー テル誘導体のECD-GCへ の適用
PGsは,そ の カル ボキ シル基をペ ンタフルオ ロベ ンジル(P・FB)エ ステル に誘導す る ことによ
りECD-GCに よ る高感度かつ特 異的な定 量分析が 可能 とな る。5種 のPGsお よびTXB2をPFB
エステルに導 き,つ いでそれ らをTMS ,DMES,DMnPSお よびDMiPSエ ーテル誘導体 と しキ
ャピラリーカ ラム(SE-30)で 分析す るとき,DMnPSエ ーテル誘 導体 が最 も優れた相互 分 離 を
示 した。TMSエ ーテル 誘導 体では,PGE1,PGE2,PGF1αおよびPGF2α の分離は 困難であ っ
たが,DMnPSエーテル誘 導体 とすることにより水酸基数の異なるPGE群とPGF群の分離は著 しく改善 さ
れ,PGsとTXB2の 完全 分離が可能 とな った 。この結果,生 体 試料中のPGE2な らび にPG恥 αの1
定量にPGEIお よびPGF1αを内部標準物質 と して用い得 ることが明 らか とな った 。
PGsのDMESお よびDMnPSエ ーテル誘 導体 の保存安定性
TMSエ ーテル誘導体 は,プ ロ トン溶 媒 中で加水分解 され 易 く,合 成化学における水酸基の保護
基 と してのみ ならず,微 量分析 における誘導体 と しても解 決されるべ き問題を残 してい る。Corey
らは,水 酸基の保護基 と してt-BDMSエ ーテル誘導 体の有用性 を報告 してい るが,化 学 的諸性質
につ いて は未だ詳細 な検討が なされて いない。
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そこでまず,ス テロ イ ド水酸基 を対 象に,保 護基 と してのt一BDMSエ ーテル誘導体 につ いて検
討 した。その結果,ア ル コール性 および フェノール性水 酸基 の シ リルエ ール.には酸,ア ル カ リに対
す る安定性 に差が あり,シ リル基 のか さ高 さを利 用 して選択 的 シ リル化,脱 シ リル化が行えるなど,
合 成化学上 きわめて有用 なことが 判明 した6
ついで,PGsのGCあ るいはGC-MSに おける水 酸基 の保護基 としてのDMESお よびDMnPS
エ ーテル誘導体 につ いて検討 した。いずれの シ リルエーテル誘導体 も対応す るTMS体 に比較 して
保存安定性 に優れ,プ ロ トン溶媒 を用 いる各種 クロマ トグ ラフィー(シ リカゲル,セ フ ァデ ックス
LH-20など)に おいて も安定で あり,生 体試 料中のPGsお よ びTXB2の ク リー ンァ ップ の点 でも
有用 な保護基で あることが判 明 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
多 彩な生理 作用を示すプ ロス タグジンジ ン(PGs)1は,.、生体 内に微:量にしか存在 しない うえ,相
互に構造が酷似す るため,そ れ らの分析 はきわめて困難で あ る。・一方,分 離能 と感度 に優れ るガス
クロマ ト「グラフィー一 マススペ ク トロメ トリー(GC-MS),と りわけ化合物 固有の イオ ンをモニ
ターす るGC-selectedionInonitoring(SIM)はプ代 謝プ ロフィルを知 るの に最 も有利な方法
の ひとつで ある。 しか し,「それ には適切 な誘 導体 の選 択が 重要 な鍵 とな る。本研究 は,こ れ らの誘
導体 化に有用な新規シ リル化剤を開発 し,その特性にっいて基 礎的検討 を加 えると共に,そ れ をPGs
の一斉分 析に応用 した もので ある。
まず 従 来 か ら広 く用 い られ てい るシ リル 化 剤 にか わ る新 規 誘 導 体 化 剤 と して,N,O-bis一
(dimethylisopropylsilyl)(DMiPS)一trifluoro-acetamideおよび一imid zol を合 成 した 。
各種 ステ ロイ ドをモデル化合 物 と して,そ れ らの反応性,生 成 する シリル エーテル 誘導体のGC挙
動,MSの 開裂パ タ ンを検討 し,卓 越 した特性 を備 えるこ とを確認 した。
っいで6種 のPGs並 び に トロ ンボキサ ンB2を対象 に,DMiPSエ ーテル誘 導体 のGCに おける挙
動を精査 した。その結果,メ チ レンユニ ッ ト(MU)値 は,水 酸基 の数 に比例 して増大することを見
出し,TMSエ ーテルに対す るMU値 の差で定義 され る△ 〔Um〕か ら未知PGsの 水 酸基 数を容 易に
推定 し得 る ことを示 した。 さらに,こ れ ら誘導体 を ガラスキ ャピラ リーカラムのGCに 付 し,PGs
の完全 分離 と分析の迅速化 に成功 した。
さらに,PGs各 種 シ リル エーテルのMSに お ける開裂パ タ ンを精奪 した。DMipsエ ーテル誘導
体 は,他 に比 し保持 値がわずかに増 大す るのみで,分 子 イオ ンか らイソプ ロ ピル基 の脱離 した 〔M-
43〕+がprominentionとして観測 され,GC-SIMに 最 も適切な性質 を備え ることが判明 した。
最 後に,PGSを ペ ンタ フルオロベ ンジル エステルー シ リルエー テルに導 き,キ ャピラ リーカ ラム
を用い るECD-GCに より一斉分析す る方法 を確立 した。 β
以上 本論文 は,卓 越 した新規 シ リル化剤 を開発 し,GC-MS並 びにGCに よる高感度 かつ信頼 度
の高 いPGsの 一斉分析法 を確立 した もので あり,学 位を授与す るに十分値 す る内容 と認 める。
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